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Verfahren zur Erhdhung des Gehaltes an et-amylase- res is tenter 
Starke (RS-Gehalt) eines Polysaccharids , Polysaccharide, deren 
Verwendung und Lebensmittel mit diesen Polys acchariden 

Der Einsatz resistenter Starken (RS) hat fur die Lebensmittel- 
industrie eine zunehraend grofiere Bedeutung. Aus dem Abbau von 
RS-Produkten gewinnt der Organismus nur in geringem Umfang E- 
nergie. Diese Energiezuf uhr bezieht sich vorwiegend auf den 
oxidativen Abbau resorbierter kurzkettiger Fettsauren aus dem 
Dickdarm. Diese kurzkettigen Fettsauren sind Endprodukte des 
Kohlenhydratstof fwechsels der intestinalen Mikroflora. Mit der 
Aufnahme RS-haltiger Lebensmittel sind zwei Funktionen ver- 
knupft, Substratbereitstellung fur den Energiestof f wechsel der 
intestinalen Mikroflora und den der Dickdarmepithelzellen . 
Letztere sind zur Auf rechterhaltung ihrer Struktur und Funk- 
tion auf eine luminale Zufuhr der kurzkettigen Fettsauren und 
insbesondere von Butyrat angewiesen. 
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tion auf eine luminale Zufuhr der kurzkettigen Fettsauren und 
insbesondere von Butyrat angewiesen. 

Seit langem ist bekannt, daft der Gehalt an verzweigtem Amylo- 
pektin in Starken, die gewohnlich aus Amylose und Amylopektin 
variierender Zusammenset zung bestehen, durch gezielte enzyma- 
tische Behandlung reduziert wird, wodurch der Anteil an kurz- 
kettigen Arnylosestrukturen erhoht werden kann (US Patent: 
3,729,380) . Es ist ebenfalls bekannt, daft derartige Produkte 
eine starkere Tendenz zur Retrogradation als native Starken 
besitzen. Bei diesem Prozeft der Retrogradation bilden sich so 
genannte a-amylase-resistente Starkestrukturen aus. Als resis 
tente Starke (RS) werden Kohlenhydratpolymere bezeichnet, die 
durch a-Amylase nicht abgebaut werden. Sie stellen dadurch ei 
ne energiereduzierte, korpergebende Komponente in Lebensmit- 
telzusammensetzungen irn Sinne eines Ballaststof f es dar. Die 
Behandlung mit entzweigenden Enzymen findet aus technischen 
Grunden gewohnlich in einem nicht zu konzentrierten wassrigen 
Starkekleister statt . 

EP 0 564 893 Al beschreibt und beansprucht einen Prozeft fur 
die Herstellung eines RS-Produktes, das bis zu 15 % RS ent- 
halt. Dieser Prozeft ist dadurch gekennzeichnet , daft die wass- 
rige Suspension einer Starke, die mindestens 40 % Amylose ent 
halt, verkleistert und enzymatisch durch Behandlung mit einem 
Enzym, das die a-1, 6-glykosidischen Bindungen offnet, ent- 
zweigt und anschlieftend das entstandene Zwischenprodukt retro 
gradiert wird. Nach EP 0 564 893 Al liegt die optimale Starke 
konzentration in der Suspension bei 15 % und die Beispiele 
dieser EP-Patentanmeldung illustrieren den Prozeft, wenn die 
Starkekonzentrationen entweder auf 14 % reduziert bzw. auf 
17 % erhoht werden. Das Ausgangsmaterial enthalt mindestens 
40 % Amylose und ist eine Maisstarke. Es wird weiterhin ge- 
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zeigt, daft bei einem Amylosegehalt von 25 % durch diesen Pro- 
zeft keine resistente Starke (RS) gebildet wird. Aufterdem wird 
nachgewiesen, daft bei Erhohung des Amylosegehaltes uber 40 % 
auf bis zu 100 % ein Produkt erzeugbar ist, daft bis zu 50,3 % 
RS enthalt. 

EP 0 688 872 Al beschreibt und beansprucht einen Prozeft fur 
die Herstellung eines RS-haltigen Produktes, das 25 bis 50 
Gew.-% an RS enthalt. Entsprechend den Angaben beschreibt und 
beansprucht EP 0 688 872 Al einen Prozeft fur die Herstellung 
eines RS-haltigen Produktes, in dem eine wassrige Suspension 
einer partiell abgebauten, verkleisterten Starke enzymatisch 
entzweigt und das Zwischenprodukt retrogradiert wird. 

(In diesem Zusammenhang wird als „partiell abgebaute Starke" 
ein Polymer verstanden, das durch geeignete Behandlung im Mo- 
lekulargewicht reduziert wurde, wobei die Verkurzung der Ket- 
tenlange sowohl die Amylose als auch das Amylopektin betrifft. 
Die Degradation schlieftt sowohl Hydrolyseprozesse (saure- oder 
enzymkatalysiert) als auch Extrusion, Oxidation oder Pyrolyse 
ein. ) 

Besonders hervorgehoben werden saureabgebaute Wurzel- oder 
Knollenstarken sowie Maltodextrine von Wurzel- oder Knollen- 
starken. Maltodextrine sind durch einen DE-Wert (DE: Dextrose 
Aquivalent) im Bereich von 1 bis 19 charakterisiert . Sie wer- 
den aus Kartoffel- oder Tapiokastarke, die bis zu 25 % Amylose 
enthalten, hergestellt. Die wassrige Suspension solcher Malto- 
dextrine enthalt fur den Prozeft einen Feststof f anteil von 20 
Gew.-% oder mehr. Die Maltodextrine sind weiterhin dadurch 
charakterisiert, daft sie hohe Gehalte an Oligomeren mit Poly- 
merisationsgraden kleiner als 10 (DP < 10) von bis zu 22 Gew.- 
% enthalten sowie ein mittleres Molekulargewicht von 1,3680 
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x 10 4 g/mol besitzen. Die entzweigenden Enzyme, die fur den be- 
kannten ProzeB genutzt werden, sind Pullulanase und Isoamy- 
lase. Am Ende der enzymatischen Behandlung wird eine Retrogra- 
dation in einem Temperaturbereich von 0 bis 30 °C in einem 
Zeitintervall von 1 bis zu 3 Tagen durchgef uhrt , in dem man 
das wassrige ReaktionsproduJct stehen laJit. Anschlieftend wird 
das Produkt durch Sprtihtrocknung getrocknet. Es wird ein pul- 
verformiges Produkt mit einem RS-Gehalt bis zu maximal 60 
Gew. -% hergestellt . 

In DE 198 29 240.6 werden a-amylase-resistente Polysaccharide 
beschrieben, die nach einem Verfahren erhaltlich sind, umfas- 
send folgende Schritte: 

a) Herstellung einer Suspension oder Dispersion aus 
wasserunloslichen Poly- ( 1 , 4-ot-D-glukanen) und Wasser; 

b) Erwarmung der Suspension oder Dispersion; 

c) Abkuhlung des erhaltenen Kleisters und Retrogradation des 
Kleisters bei einer gegenuber der Temperatur des erhitzten 
Kleisters erniedrigten Temperatur; und 

d) ggfs. Trocknung des erhaltenen Produktes. 

Die Erf indungsbeschreibung dient dem Ziel, Kohlenhydratpolyme- 
re mit einem hohen Anteil resistenter, relativ thermostabiler 
Strukturen noch okonomischer herzustellen, urn sie etwa in der 
Lebensmittelherstellung einsetzen zu konnen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung versteht man 
unter einem RS-Gehalt den Gehalt an a-amylase-resistenten Po- 
lysaccharide^ wie er nach der Methode von Englyst et al. 
(Classification and measurement of nutritionally important 
starch fractions, European Journal of Clinical Nutrition, 46 
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(Suppl. 23) (1992) 33-50) bestimmt werden kann; s. auch Bei- 
spxel 3 . 



Unter dem Begriff "hoher RS-Gehalt" versteht man einen RS- 
Gehalt von mindestens 25 %, bevorzugt von 65 bis 75, 75 bis 
88, 88 bis 90, 90 bis 95 und insbesondere 95 bis 99 oder mehr 
Gew.-%. 

Unter dem Begriff "wasserunlSslich" versteht man Verbindungen, 
die nach der Definition des Deutschen Arzneimittelbuches (Wis- 
senschaftliche Verlagsgesellschaf t/Stuttgart & Gori-Verlag/ 
Frankfurt, 9. Aufl., 1987; s. auch Beispiele 4 bis 5) unter 
die Kategorie "schwer losliche" Verbindungen, "sehr schwer 
losliche" oder "praktisch unldsliche" Verbindungen fallen. 

Der Fachmann ist mit den Begriffen "Suspension" und "Disper- 
sion" vertraut. Erganzend sei verwiesen auf R6mpp, Chemie-Le- 
xikon, 9. Auflage, Thieme-Verlag, Stuttgart & New York, Seiten 
4401 bzw. 1010. 

Der Fachmann ist ferner mit dem Begriff "Kleister" vertraut. 
Erganzend sei verwiesen auf Rompp, Chemie-Lexikon, 9. Auflage, 
Thieme-Verlag, Stuttgart & New York, Seite 2256. 

Zur dynamischen Dif f erenzkalometrie (DSC) vgl . Gruchala & Po- 
meranz in Cereal Chemistry, 70 (1993) 163-170. 

Gemali einer Ausf uhrungsf orm betrifft die Erfindung ein Verfah- 
ren zur ErhShung des Gehalts an a-amylase-resistenter Starke 
(RS-Gehalt) eines Polysaccharids , dadurch gakennzeichnet, daU 
man 
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das eingesetzte Polysaccharid bei Wasserunterschuft 

inkubiert, 

danach abkiihlt, 

gegebenenf alls trocknet und 

ein Polysaccharid mit gegenliber dem eingesetzten Polysac- 
charid erhohtem RS-Gehalts gewinnt. 

Das erf indungsgemafte Verfahren kann dadurch gekennzeichnet 
sein, daft man einmal oder mehrmals inkubiert. 

Ferner kann das erf indungsgemufte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet: sein, daft man das Verfahren bei einem Wassergehalt 
von < 50 % und insbesondere < 35 % (Gewicht/Gewicht ) durch- 
fiihrt, bezogen auf das Gesamtgewicht von Polysaccharid und 
Wasser. 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft man bei eingestelltem Wasserunterschuft die 
Inkubation bei einer Temperatur T Pr0 zess durchfuhrt, die oberhalb 
der Glasubergangstemperatur T G und unterhalb der Um- 
wandlungs temperatur T Tr ansf liegt (T G < Tp rozes s < T Transf ) , wobei 
die Temperatur T Pr0 zess wahrend der Inkubation in dem genannten 
Bereich schwanken kann. 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft es sich bei der Umwandlungstemperatur T Tran sf 
urn die mittlere Zersetzungstemperatur des eingesetzten Poly- 
saccharids handelt: T Trans = T Zerset2ung . 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, 
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(i) daft es sich bei der Temperatur T ProzeS s um eine Tempe- 

ratur handelt, die 

kleiner als die DSC-Endtemperatur T c (Endtempe- 
ratur T c der dynamischen Dif f erenzkalorimetrie) 
und/oder 

kleiner als die DSC-Peak-Temperatur T P und/oder 
kleiner als die DSC-Onset-Temperatur T 0 ist, wo- 
bei 



(ii) gegebenenfalls die Umwandlungstemperatur T Transf gleich 

der DSC-Endtemperatur T c Oder der DSC-Peak-Temperatur 
T P oder der DSC-Onset-Temperatur T c ist. 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft man zum Trocknen eine Sprtih- oder Ge~ 
f riertrockung durchfiihrt. 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft man ein Poly- (1, 4-a-D-glukan) einsetzt. 

Ferner kann das erf indungsgemafte Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft man von wasserunloslichen Poly- (1 , 4-a-D- 
glukanen) ausgeht, die aus Biotransformation, aus Umsetzung 
mit Enzymen oder aus Umsetzung von Saccharose mit einem Enzym 
der enzymatischen Aktivitat einer toylosucrase gewonnen wo r den 
sind. 



Die Ausfuhrungsformen des erf indungsgemaften Verfahrens konnen 
dadurch gekennzeichnet sein, daft man von Poly- (l, 4-a-D- 
glukanen) ausgeht, die aus Biotransformation, aus Umsetzung 
mit Enzymen oder aus Umsetzung von Saccharose mit einem Enzym 
der enzymatischen Aktivitat einer toylosucrase gewonnen worden 
sind; vgl. beispielsweise WO 95 31 553. 
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Unter einer Amylosucrase versteht man ein Enzym, das die fol- 
gende Reaktion katalysiert: 

Saccharose + (a-1, 4-Glukan) n <-> Fruktose + (a-1, 4-Glukan) n+1 
Ausgehend von diesem Reaktionsschema konnen lineare oligomere 
Oder polymere a-1, 4-Glukane als Akzeptoren fur eine kettenver- 
langernde Reaktion dienen, die zu wasserunloslichen Poly- (1,4- 
a-D-glukanen) fiihrt, deren Glukosereste durch 4-glykosidi- 
sche Bindungen verkniipft sind und die ein Molekulargewicht im 
Bereich von 0,75 x 10 2 g/mol bis 10 7 g/mol aufweisen. 

Die linearen oligomeren oder polymeren Akzeptoren konnen dabei 
entweder von auften zugesetzt werden, sie konnen jedoch auch, 
wie in Bei spiel 1 beschrieben, durch die Amylosucrase selbst 
aus Saccharose erzeugt werden. 

a-1, 6-glykosidische Bindungen sind in diesen Produkten per 13 C- 
NMR nicht nachweisbar (Remaud-Simeon et al. in Carbohydrate 
Bioengeneering (ed. S. B. Petersen et al.), Elsevier Science 
B.V. (1995) , 313-320) . 

Auch wasserunlosliche Poly- (1, 4-a-D-glukane) , die die eben be- 
schriebenen Eigenschaf ten aufweisen, aber auf anderem Wege er- 
zeugt worden sind, konnen Ausgangsstof f e des erf indungsgemafien 
Verfahrens sein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfindungs- 
gemafien Verfahrens verwendet man wasserunlosliche Poly-(l,4-a- 
D-glukane) als Ausgangsstof fe , die durch die Umsetzung von 
Saccharose mit einem Enzym mit der enzymatischen Aktivitat ei- 
ner Amylosucrase unter Einsatz von verzweigten Polysaccharid- 
akzeptoren, wie z.B. Glykogen, Amylopektin, Dextrin, gewonnen 
werden konnen. Die Amylosucrase katalysiert eine a-1 , 4-Glukan- 
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kettenverlangerung an diesen verzweigten Polysaccharidakzep- 
toren. Die dabei entstehenden wasserunloslichen Poly- (1, 4 -a- D- 
glukane) weisen im Vergleich zu den eingesetzten verzweigten 
Poiysaccharidakzeptoren einen geringeren Verzweigungsgrad auf . 
Auch diese Produkte werden im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung als Poly- (1, 4-a-D-glukane) bezeichnet. 



Auch solche wasserunloslichen Poly- (1, 4-ct-D-glukane) , die die 
eben beschriebenen Eigenschaf ten aufweisen, aber auf anderem 
Wege erzeugt worden sind, konnen Ausgangsstof f e des erfin- 
dungsgemaften Verfahrens sein. 

Ferner kann das erf indungsgemaGe Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft die Poly- ( 1, 4-a-D-glukane) chemisch in an 
sich bekannter Weise modif iziert sind. 



So konnen die Poly- (1, 4-a-D-glukane) durch Veretherung oder 
Veresterung in 2-, 3- oder 6-Position chemisch modifiziert 
worden sein. Der Fachmann ist mit chemischer Modif izierung 
hinlanglich vertraut; vgl. beispielsweise folgende Literatur: 

1. Functional Properties of Food Components, 2 nd edition, 
Y. Pomeranz, Academic Press (1991) . 

2. Lehrbuch der Lebensmittelchemie, Belitz & Grosch, Springer 
Verlag (1992). 

3. Citrat Starch Possible Application as Resistent Starch in 
Different Food Systems, B. Wepner et al . , European Air 
Concerted Action, Abstract: air3ct 94-2203 , Functional Pro- 
perties of Non-digestible Carbohydrates, Pro Fibre-Tagung, 
Lissabon, Februar 1998, Seite 59. 
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Ferner kann das erf indungsgemafie Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, dafi das Poly- (1, 4-a-D-glukan) in 6-Position ei 
nen Verzweigungsgrad. von hochstens 0,5 % aufweist. 

Ferner kann das erf indungsgemafie Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, dafi das Poly- ( 1, 4-a-D-glukan) in 2- und/oder 3 
Position einen Verzweigungsgrad von jeweils hochstens 1,0 % 
und insbesondere hochstens 0,5 % aufweist. 

Ferner kann das erf indungsgemafie Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daft das Poly- (1, 4-a-D-glukan) ein Molekular- 
gewicht von 0, 75 x 10 2 bis 10 7 , bevorzugt 10 3 bis 10 6 und bevor 
zugt von 10 3 bis 5 x 10 5 g/mol aufweist. 

Ferner kann das erf indungsgemafie Verfahren dadurch gekenn- 
zeichnet sein, dafi die wasserunloslichen Poly- ( 1 , 4-a-D- 
glukane) weder entzweigt, insbesondere weder enzymatisch 
entzweigt, noch hinsichtlich ihrer Kettenlange (und damit hin 
sichtlich ihres Molekulargewichts ) reduziert worden sind, ins 
besondere nicht durch Enzymkatalyse, Saurekatalyse, Extrusion 
Oxidation oder Pyrolyse. 

Schliefclich kann das erf indungsgemafie Verfahren dadurch ge- 
kennzeichnet sein, dafi man ein starkehaltiges Polysaccharid 
einer Wasserloslichkeit der Klasse 6 bis 7 gemafi DAB gewinnt 
(nicht-kaltwasser-loslich) . 

Gemafi einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
ein starkehaltiges Polysaccharid, das nach dem erf indungsgema 
fien Verfahren erhaltlich ist. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Polysaccharid mit hohem Ge- 
halt an a-amylase-resistenter Starke (RS-Gehalt) , das dadurch 
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gekennzeichnet ist, dad sein RS-Gehalt und/oder sein Gehalt an 
Kristalltyp A abnimmt, wenn man das Polysaccharid bei Was- 
seriiberschufl inkubiert, insbesondere bei einem Wassergehalt > 
50 % und speziell > 35 % (Gewicht/Gewicht ) . 

Das erf indungsgemafte Polysaccharid weist ein charakteristi- 
sches Verhaltnis von Kristalltyp A oder Kristalltyp B auf, der 
sich beispielsweise nach dem erf indungsgemafcen Verfahren ein- 
stellt, das bei Wasserunterschufi arbeitet, so daft verstandlich 
wird, daft der Gehalt an Kristalltyp A abnimmt, wenn man das 
erf indungsgemafle Polysaccharid bei Wasseruberschufc inkubiert. 

Gemafc einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
eine Verwendung eines erf indungsgemaften Polysaccharids fur Le- 
bensmittel-Vorprodukte oder Lebensmittel . 

GemSIi einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
eine Verwendung eines erf indungsgemaften Polysaccharids als Le- 
bensmitteladditiv oder Lebensmittelzusatzstof f . 

Gemaft einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
schliefilich ein Lebensmittel-Vorprodukt oder Lebensmittel, das 
durch einen Gehalt an einem erf indungsgemaften Polysaccharid 
gekennzeichnet ist . 

Beispiel 1: Biotransformation 

In ein 5 1-Gefafi wurden 5 1 einer sterilisierten 30-proz. Sac- 
charose-Losung gegeben. Ein Enzymextrakt , der eine Amylosu- 
erase aus Neisseria polysaccharea enthielt (s. WO 95 31 553), 
wurde in einer Portion zugegeben und gemischt. Die eingesetzte 
Enzymaktivitat betrug in diesem Experiment 148000 Units, Das 
verschlossene Gefaft wurde bei 37 °C inkubiert. Wahrend der 
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Dauer der Biotransformation bildete sich ein weifier Nieder- 
schlag. Die Reaktion wurde nach 39 h beendet. Der Niederschlag 
wurde abzentrif ugiert , bei -70 °C eingefroren und arischlieftend 
gef riergetrocknet . Die Masse des gef riergetrockneten Feststof- 
fes betrug 526,7 g (70,2 % Ausbeute) . 

Zur Abtrennung niedermolekularer Zucker wurden 200 g des Fest- 
stof fes mit Wasser 30 min unter Rtihren bei Raumtemperatur ge- 
waschen, bei -70 °C eingefroren und gef riergetrocknet . Der Ge- 
halt an Fruktose und Saccharose wurde nach Losen des Feststof- 
fes in DMSO durch einen gekoppelten enzymatischen Assay gemaft 
STITT et al. (Meth. Enzym. , 174 (1989) 518 - 552) bestimmt und 
betrug 4,61 mg Fruktose pro 100 mg Feststoff (4,6 %). Der Ge- 
halt an Saccharose lag unter der Nachweisgrenze . 

Der Oberstand der Biotransformation wurde bei 95 °C denatu- 
riert. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde erneut zentrifu- 
giert, Der klare Oberstand wurde bei -70 °C eingefroren und 
iiber 3 Tage bei 4 °C aufgetaut. Der so erzeugte Niederschlag *\ 
wurde bei -70 °C eingeforen und gef riergetrocknet . 

Zur Abtrennung niedermolekularer Zucker wurden 39,5 g des 
Feststoffes mit Wasser 30 min unter Ruhren bei Raumtemperatur 
gewaschen, bei -70 °C eingefroren und gef riergetrocknet . Der 
Gehalt an Fruktose und Saccharose wurde nach Losen des Fest- 
stoffes in DMSO durch den genannten gekoppelten enzymatischen 
Assay bestimmt und betrug 2,27 mg Fruktose pro 100 mg Fest- 
stoff. Der Gehalt an Saccharose lag unter der Nachweisgrenze. 
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Bel spiel 2 : Ausgangsmaterial 

Bestimmung des Molekulargewichts des mit Amylosucrase synthe- 
tisierten wasserunloslichen Poly- ( 1, 4-a-D-glukans ) aus Bex- 
spiel 1 (Figur 1) 

Es wurden 2 mg des Poly- (1, 4-a-D-glukans) aus Beispiel 1 bei 
Raumtemperatur in Dimethylsulf oxid (DMSO, p. a. von Riedel-de- 
Haen) gelost und filtriert (2 pm) . Ein Teil der Losung wurde 
in eine Saule der Gelpermeationschromatographie injiziert. Als 
Elutionsmittel wurde DMSO verwendet. Die Signalintensitat wird 
mittels eines RI-Detektors gemessen und gegen Pullulanstan- 
dards (Firma Polymer Standard Systems) ausgewertet. Die Flufc- 
rate betragt 1,0 ml pro Minute. 

Die Messung ergab ein Zahlenmittel des Molekulargewichts (M n ) 
von 2.326 g/mol und ein Gewichtsmittel des Molekulargewichts 
(M w ) von 3.367 g/mol. Die Wiederf indungsrate betragt 100 %. 

Beispiel 3 

Beispiel zur Bestimmung des RS-Gehaltes. 

200 mg (Trockengewicht ) eines auf seinen RS-Gehalt zu analy- 
sierenden pulverf ormigen Produktes wurden nach der Methode von 
Englyst et al. (Eur. J. Clin. Nutrition, 46 (1992) (Suppl. 2) 
S 33-550) zur Bestimmung des RS-Gehaltes mit der beschriebenen 
Enzymmischung bei pH 5,2 120 min inkubiert. Nach Beendigung 
des enzymatischen Abbaus wurde die Aktivitat der Enzyme durch 
Erniedrigung des pH-Wertes auf einen Wert von 3 und der Tempe- 
ratur auf 20 °C gestoppt. Anschliefcend erfolgte durch Zugabe 
der 4-fachen Menge an Ethanol die Einstellung einer 80-proz. 
(v/v) ethanolischen Losung. Die 80-proz. ethanolische Losung 
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wurde fur 1 h bei Raumtemperatur stehengelassen . Das PrSzipi- 
tat wurde zentrif ugiert (2500 x g, 10 min) und der Oberstand 
verworfen. Der Ruckstand wurde dreimal mit 80-proz. (v/v) E- 
thanol und einmal mit absolutem Ethanol gewaschen und zentri- 
f ugiert. Der Ruckstand wurde lyophilisiert und gewogen. Der 
Kohlenhydratgehalt des Riickstandes wurde bestimmt und der RS- 
Gehalt nach folgender Gleichung berechnet: 

RS [%] = 100 x Kohlenhydratgehalt /Einwaage (Trockengewicht ) 
Bei spiel 4 

Bestimmung der Loslichkeit von Polysacchariden und Klassifi- 
zierung nach Deutschem Arzneimittelbuch (DAB) 

564 mg Poly- ( 1 , 4-a-glukan) (siehe Beispiel 1) wurden in ca. 
0,5 1 bidestilliertem Wasser bei 1,3 bar und 130 °C fur 1,5 
Stunden in einem Autoklaven erhitzt (Apparat Certoclav) . Von 
dem Reaktionsgef aft war zuvor das Gewicht bestimmt worden. Da- 
nach wurde die Apparatur entspannt und bei Raumtemperatur ab- 
gekuhlt. Der Inhalt wurde gewogen. Er enspricht 501,74 g. Nach 
weiteren 24 Stunden wurde zentrif ugiert und dekantiert. Der 
feste Ruckstand wurde getrocknet und ausgewogen. Es waren 4 68 
mg. Daraus errechnete sich ein geldster Anteil von 96 mg. Be- 
zogen auf das eingesetzte Losungsmittel errechnete sich dar- 
aus, daft fur 1 mg Poly- ( 1, 4-a-glukan) 5226 mg Wasser notwendig 
waren. Gemaft der Klassif izierung nach Deutschem Arzneimittel- 
buch ergab sich daraus die Einteilung, daft diese Substanz 
„sehr schwer loslich" ist, da zwischen 1.000 und 10.000 Teilen 
Losungsmittel notwendig waren, urn 1 Teil der Substanz in L6- 
sung zu bringen. Dies entsprach von den 7 Klassen zur Eintei- 
lung der Loslichkeit (von „sehr leicht loslich" (Klasse 1) bis 
„praktisch unloslich" (Klasse 7)) der Klasse Nummer 6. 
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Beispiel 5 

Bestimmung der Loslichkeit von Polysaccharide]! und Klassifi- 
zierung nach Deutschem Arzneimittelbuch (DAB) 

Der Versuch wurde wie in Beispiel 4 durchgef iihrt . Der einzige 
Unterschied bildete ein Kiihlprozeft, der nach der Autoklavbe- 
handlung und dem Abkuhlen auf Raumtemperatur nachgeschaltet- 
wurde. Das Substanzgemisch wurde fur 3 Stunden bei 5 °C aufbe- 
wahrt . 

Es wurden 526 mg Poly- (1, 4-a-glukan) auf ca. 480 ml bidestil- 
liertem Wasser eingewogen. Nach der thermischen Behandlung er- 
gab sich eine Auswaage von 468,09 g. Das getrocknete Sediment 
betrug 488 mg. Demnach waren 38 mg des Poly- (1, 4-a-glukans) in 
Losung gegangen. Dies entsprach einem Verhaltnis von 1 mg Sub- 
stanz zu 12.305 Teilen Losungsmittel. Demnach war die Substanz 
nach dieser Behandlungsmethode in Klasse Nummer 7 nach DAB 
einzustufen und danach als praktisch unloslich zu klassi- 
fizieren, weil mehr als 10.000 Teile Losungsmittel fur ein 
Teil Substanz benotigt wurden. 

Beispiele 6 bis 9 

Es wurden Polyglukane als Ausgangsmaterialien gemaft Beispiel 1 
hergestellt (Proben 275, 283, 291 und 292). Die Herstellung 
erfolgte durch Molekulargewichtsauf bau (Synthese mit Amylose- 
succrace in Saccharose, Fallungspolymerisation) . 

Eine thermische Analyse (DSC) des Polyglukans von Beispiel 6 
(Probe 275; vgl. auch DE 198 30 618.0) ergab, daft das Produkt 
durch drei Umsetzungen charakterisiert ist. 
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Bereich 1 ist charakterisiert durch 

T 0 = 85,9; T p = 97,9, T c = 101,1 °C f dH = 1,7 mJ/mg. 
Bereich 2 ist charakterisiert durch 

T 0 = 111,8; T p = 126,1; T c = 133,9 °C, dH = 4,0 mJ/mg. 
Bereich 3 ist charakterisiert durch 

T 0 - 138,1; T p = 157,6; T c = 172, 5°C, dH = 23,0 mJ/mg. 

Bedingt durch den zweiten und dritten Bereich ist das Produkt 
als thermisch sehr stabil einzuschatzen. 

Das Produkt enthalt keine Verzweigungen. 

Die Polyglukane der Beispiele 7 bis 9 (Proben 283, 291 und 
292) sind alle Poly-1 , 4-a-D-glukane mit unterschiedlichem 
mittleren Molekulargewicht . In den Produkten ist eine Verzwei 
gung nicht nachweisbar. Alle Produkte enthalten auch noch ge- 
ringe Anteile an Fruktose. 

Mit diesen Polyglukanen wurden RS-haltige PrSparate herge- 
stellt, die die in den Tabellen 1 bis 3 zusammengef afiten RS- 
Gehalte sowie DSC-Parameter T Q , T p , T c und dH aufweisen. 
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Tab, 1 Einfluft der einstundigen Hitze-Behandlung (HB) unter 
variierenden Feuchtegehalten (Feuchte: 30 bis 57 %) 
bei einer Temperatur von 120 °C auf den RS-Gehalt und 
DSC-Parameter (T 0 , T p , T c und dH) der RS-haltigen 
Polyglukanprobe 283 (M w = 21270 g/mol) . 



Proben- 

bezeich- 

nung 



HB-Bedingungen 
Temperatur Feuchte RS T Q T p 

[°C] [%] [%] [°C] [°C3 



DSC-Parameter 



T c dH 
[°C] [mJ/mg] 



65,0 91,3 110,3 121,6 15,9 



283 



120 



10 
20 
30 
40 
50 
57 



71 r 2 
68,2 
75,0 
70,0 



109,7 
111,0 
112, 9 
116,9 



122, 1 
124, 2 
130, 2 
134, 7 



131, 0 
136,0 
168, 6 
168, 6 



7,9 
6,9 
37,2 
24, 1 
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Tab. 2 EinfluB der einstiindigen Hitze-Feuchte- (HFB) bzw. Hitze- 

Behandlung (HB) unter variierenden Prozeftbedingungen 
(Temperatur : 105 bis 125 °C; Feuchte 3 bis 57 %) auf den 
RS-Gehalt und DSC-Parameter (T 0 , T p , T c und dH) der RS- 
haltigen Polyglukanprobe 291 (M w = 10600 g/mol) . 



Proben- 

bezeich- 

nung 



HB-Bedingungen 



DSC-Parameter 



291 



remperatur 


Feuchte 


RS 


To 




T c 


dH 


[°C] 




[%] 


[°C] 


[°C] 


[°c] 


[mJ/mg] 


— 


_ 


57,3 


84, 1 


114, 2 


124,6 


12,8 




3,56 


74,4 


85,1 


115,5 


131,7 


16,3 




10 


86,5 


91,7 


116, 5 


128,2 


12,4 


105 


20 


82,6 


94,7 


116, 5 


124,9 


10,1 




30 


68,1 


98, 6 


116, 5 


127,8 


15,7 








102, 9 




129,5 


11 9 




50 


59,2 


111,4 


121, 9 


131^4 


10, 1 




57 


59,7 


mm 


124, 9 


- 






3,56 


82,1 


— . 


- 


— 






10 


85,4 


90,0 


115, 9 


125, 9 


10,7 




20 


80,6 


97,7 


118, 5 


125,4 


8,1 


110 


30 


75,9 


99,5 


118,5 


129,5 


13,9 




40 


66,1 


106,4 


122, 2 


131, 9 


10, 9 




50 


66,6 


108, 4 


127,6 


139,2 


9,0 




57 


62,9 


112, 6 


128,3 


137,5 


5,0 




3,56 


69,5 


89,2 


115, 9 


125,5 


10, 8 




10 


69,4 


90, 8 


115, 3 


126, 6 


12, 9 




20 


76,1 


98, 7 


117,2 


129,3 


16, 9 


115 


30 


69,3 


105,2 


120,6 


131,0 


13,9 




40 


61,9 


109,2 


124, 6 


136, 9 


10,7 




50 


58,4 


112, 5 


129,5 


137,5 


3,8 




57 


57,9 


115,7 


135,0 


165,6 


23,1 




3,56 


77,2 


89, 6 


114,9 


124, 9 


9,2 




10 


85,8 


86, 5 


115,5 


125,6 


12,8 




20 


86,4 


92,4 


155,5 


127,8 


16,3 


120 


30 


69,7 


105,4 


121,5 


132, 5 


11,1 




40 


63,0 


108,5 


123,0 


134,7 


9,7 




50 


63,9 


112, 4 


128,3 


139,5 


7,6 




57 


59,8 


111,4 


129, 9 


145, 1 


12,2 




3, 56 


76,0 












10 


82,3 


87,7 


115, 9 


126,7 


18, 7 




20 


72,9 


100, 4 


119,5 


133,2 


18, 1 


125 


30 


72,0 


106,0 


122, 9 


132, 1 


9,8 




40 


62,2 


112, 6 


128, 3 


136,2 


5,9 




50 


59,1 


115,0 


135,3 


162, 2 


27,4 




57 


53,5 


117, 5 


136,7 


163,2 


23,7 
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Tab. 3 Einflufi der einsttindigen Hitze-Feuchte- (HFB) bzw. Hitze- 

Behandlung unter variierenden Prozefcbedingungen (Tempera- 
tur: 105 bis 125 °C; Feuchte 3 bis 57 %) auf den RS- 
Gehalt und DSC -Parameter (T 0 , T p , T c und dH) der RS- 
haltigen Polyglukanprobe 292 (M„ = 8300 g/mol) . 



Proben- HB-Bedingungen DSC-Parameter 

bezeich- Temperatur Feuchte RS T 0 T p T c dH 

nung [°C] [%] [%] [°C] [°CJ [°C] [mJ/mg] 



58,8 76,0 106,1 123,4 14,6 



105 



4, 13 

10 
20 
30 



60,7 
73,4 
75,3 
75,9 



84,7 111,5 121,6 9,8 
90,9 116,2 121,1 7,2 



292 



110 



115 



120 



125 



40 

50 
57 



4,13 
10 
20 
30 



40 
50 
57 



40 

50 

57 



4, 13 
10 
20 
30 



40 
50 
57 



4, 13 
10 
20 
30 



72,9 96,5 120,5 138,3 19,1 

65.3 102,5 121,6 132,7 9,3 

58.4 100,7 125,3 139,5 18,0 



73,2 
84,9 
80,5 
77,0 



91,2 115,9 133,7 17,3 



69,2 
60,9 
64^4 



98,1 121,2 143,7 16,8 

105.7 127,6 138,7 8,6 

105.8 125 ,6 144,1 18,9 



4,13 69,4 108,8 112,4 122,3 0,7 

10 77,5 107,4 114,5 125,5 1,4 

20 85,1 88,1 107,1 125,3 10,6 

30 76,2 91,5 116,2 131,5 17,0 



68,4 98,0 119,5 
66,0 103,5 105,4 
111,0 122,9 
63,4 107,8 127,6 
14 3,4 161^2 



76,7 
87,6 
83,2 
72,4 



78,1 105,8 

82,5 109,1 

89.4 114,9 

99.5 120,2 



136, 6 
108,3 
131, 8 
136,7 
174_/7 



66,3 
64,7 
54,6 



77,0 
83,8 
87,8 
76,3 



104, 3 
106, 7 
110, 1 



126,3 
131, 3 



144, 6 
148, 5 



16, 3 
0, 8 
4,3 
6,1 



129.0 11,4 

130.1 16,0 
130,5 17,2 
142,7 18,8 



17,1 
14, 8 
10, 1 



90,8 118,5 134,1 20,7 
99, 4 124, 6 144, 5 18,6 



40 67,9 103,4 130,6 149,2 18,2 

50 63,7 108,9 131,3 150,0 16,7 

57 57,3 108,0 132,9 144,1 9,4 
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Paten tan spriiche 

1. Verfahren zur Erhohung des Gehalts an cc-amylase-resistenter 
Starke (RS-Gehalt) eines Polysaccharids , dadurch gekennzeich 
net, dafi man 

das eingesetzte Polysaccharid bei Wasserunterschufl 
- inkubiert, 

danach abkiihlt, 

gegebenenf alls trocknet und 

ein Polysaccharid mit gegenuber dem eingesetzten Polysac- 
charid erhohtem RS-Gehalts gewinnt . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft man 
einmal oder mehrmals inkubiert. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 ocier 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man das Verfahren bei einem Wassergehalt von < 50 % und ins- 
besondere <* 35 % (Gewicht/Gewicht ) durchfuhrt, bezogen auf 
das Gesamtgewicht von Polysaccharid und Wasser. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daft man bei eingestelltem Wasserunterschufi 
die Inkubation bei einer Temperatur T Pr ozess durchfuhrt, die 
oberhalb der Glasubergangstemperatur T G und unterhalb der Um- 
wandlungstemperatur T Tr ansf liegt (T G < T Pro2 ess < T Tr ansf.), wobei 
die Temperatur T Pr ozess wahrend der Inkubation in dem genannten 
Bereich schwanken kann. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft es 
sich bei der Umwandlungs temperatur T Transf urn die mittlere Zer- 
setzungstemperatur des eingesetzten Polysaccharids handelt: 

T-rrans ~ Tzersetzung. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 Oder 5, dadurch gekennzeichnet:, 

(i) daft es sich bei der Temperatur T Pro2 ess urn eine Tempera- 
tur handelt, die 

- kleiner als die DSC-Endtemperatur T c (Endtemperatur 
T c der dynamischen Dif f erenzkalorimetrie) und/oder 
kleiner als die DSC-Peak-Temperatur T P und/oder 

- kleiner als die DSOOnset-Temperatur T 0 ist, wobei 

(ii) gegebenenf alls die Umwandlungstemperatur T Tran sf gleich 
der DSC-Endtemperatur T c oder der DSC-Peak-Temperatur 
T P Oder der DSC-Onset-Temperatur T Q ist. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daft man zum Trocknen eine Spriih- oder Ge- 
f riertrockung durchfiihrt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daft man ein Poly- ( 1 , 4-a-D-glukan) einsetzt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft man 
von wasserunloslichen Poly- (1, 4-a-D-glukanen) ausgeht, die 
aus Biotransformation, aus Umsetzung mit Enzymen oder aus Um- 
setzung von Saccharose mit einem Enzym der enzymatischen Ak- 
tivitat einer Amylosucrase gewonnen worden sind. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Poly- ( 1 , 4-a-D-glukane) chemisch in an sich 
bekannter Weise modifiziert sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8, 9 und/oder 10, dadurch 
gekennzeichnet:, daft das Poly- ( 1 , 4-a-D-glukan) in 6-Position 
einen Verzweigungsgrad von hochstens 0,5 % aufweist. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 8, 9, 10 und/oder 11, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Poly- ( 1 , 4-a-D-glukan) in 2- 
und/oder 3-Position einen Verzweigungsgrad von jeweils hoch- 
stens 1,0 % und insbesondere hochstens 0,5 % aufweist. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 8 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet:, daft das Poly- (1, 4-a-D-glukan) ein 
Molekulargewicht von 0, 75 x 10 2 bis 10 7 , bevorzugt 10 3 bis 10 6 
und bevorzugt von 10 3 bis 5 x 10 5 g/mol aufweist. 
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14. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 8 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daft die wasserunlSslichen Poly- (1,4- 
a-D-glukane) weder entzweigt, insbesondere weder enzymatisch 
entzweigt, noch hinsichtlich ihrer Kettenlange (und damit 
hinsichtlich ihres Molekulargewichts) reduziert worden sind, 
insbesondere nicht durch Enzymkatalyse, Saurekatalyse, Ex- 
trusion, Oxidation oder Pyrolyse. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man ein starkehaltiges Polysaccharid ei- 
ner Wasserloslichkeit der Klasse 6 bis 7 gemaft DAB gewinnt 
(nicht-kaltwasser-loslich) . 

16. Starkehaltiges Polysaccharid, erhaltlich nach dem Verfahren 
gemaft einem der Anspriiche 1 bis 13. 

17. Polysaccharid mit hohem Gehalt an a-amylase-resistenter 
Starke (RS-Gehalt) , dadurch gekennzeichnet, daft sein RS-Ge- 
halt und/oder sein Gehalt an Kristalltyp A abnimmt, wenn man 
das Polysaccharid bei Wasseruberschuft inkubiert, insbesondere 
bei einem Wassergehalt > 50 % und speziell > 35 % (Ge- 
wicht/Gewicht ) . 

18. Verwendung des Polysaccharids gemafc Anspruch 16 oder 17 fur 
Lebensmittel-Vorprodukte oder Lebensmittel . 

19. Verwendung des Polysaccharids gemaB Anspruch 16 oder 17 als 
Lebensmitteladditiv oder Lebensmittelzusatzstof f . 

20. Lebensmittel-Vorprodukt oder Lebensmittel, gekennzeichnet: 
durch einen Gehalt an einem Polysaccharid gemafl Anspriichen 16 
bis 17. 
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° (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erhohung des Gehalts an a-amylase-resistenter Starke (RS-Ge- 
O halt) eines Polysaccharids, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man das eingesetzte Polysaccharid bei WasserunterschuB inkubiert, 
5£ danach abkuhlt, gegebenenfalls trocknet und ein Polysaccharid mit gegenttber dem eingesetzten Polysacchand erhohtem RS-Gehalts 
^ gewinni 
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